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derived  from  both  complex  I  (NADH  ubiquinone  oxidoreductase;  EC  1.6.5.3)  and  II  (succinate 
ubiquinone  reductase; EC  1.3.5.1)  to  complex  III  (ubiquinol  cytochrome  c  reductase; EC  1.10.2.2) 
allowing a  continuous passage of electrons within  the  chain which  is  required  for  the process of 
oxidative phosphorylation and the concomitant production of ATP [1]. Additionally, CoQ10 functions 
as an  important  lipid soluble antioxidant within cellular membranes and  lipoproteins, protecting 
them from free radical‐induced oxidative damage [2]. 
A  primary  CoQ10 deficiency, which  results  from  a  genetic  defect  in  the  CoQ10  biosynthetic 
pathway, currently represents the only treatable METC disorder, and can have quite a heterogeneous 











in  the METC  and,  thus,  on  diseases  linked  to mitochondrial  dysfunction  [11–13]. However,  in 







into  the  lumen. As  eluded  to by Gille  and Nohl  [14]. The oxidation of  cytoplasmic nicotinamide 
adenine  dinucleotide  (NAD)  to NADH+  by  the  flavin‐adeine  dinucleotide  (FAD)  present  in  the 
lysosomal membrane, leads to the single electron transfer to cytochrome b. Additionally, it has been 






that  found  in  the mitochondria, although  it  is  involved  in  the hydrolysis of ATP  rather  than  the 
synthesis of this molecule. It consists of 13 subunits and is divided into 2 domains, V0 and V1. The V0 
domain  is  involved  in  translocating  protons  (H+)’s  across  the  lysosomal membrane  and  into  the 
lumen. The V1 domain  is  involved  in  the  hydrolysis  of ATP which provides  the  energy  for  the 
translocation of H+ ions against the H+ concentration gradient for transport into the lumen. [15,16]. 
Abbreviations: FAD, flavin‐adeine dinucleotide; UQ, ubiquinone; SQ, semiquinone. 
J. Clin. Med. 2020, 9, 1923  3  of  14 
 
The lysosome can be considered to be a vital organelle for cell survival, in that it has an active 












presence of CoQ10 in  the  lysosomal membrane  (Figure 1)  [26–30]. As  shown  in Figure 1, CoQ10 is 
utilised in the LETC for its oxidation/reduction abilities. Gille and Nohl [14] noted that electrons are 
passed  from Cytocrome b, onto ubiquinone  (UQ),  reducing  to ubisemiquinone  (SQ−),  then an O2 
molecule  inside  the  lumen  acts  as  a  final  acceptor,  oxidising  SQ−  and moving H+  ions  into  the 
lysosome. Thus, it is not unreasonable to assume that a CoQ10 deficiency may result in an impairment 
of lysosomal activity as the result of a deacidification of the organelle. However, as yet, it is uncertain 
whether  CoQ10  plays  a  fundamental  role  in  maintaining  lysosomal  pH  and  this  requires 
confirmation. 
In view of the multi‐organ presentation of lysosomal disorders [31], lysosomal dysfunction may 






















































































emission  detection  at  425  nm,  following  the method  described  by Ma,  et  al.  [45],Anway,  et  al. 
[46],Altan, et al. [47],Papakrivos, et al. [48]. 
2.8. PH Calibration 
pH  calibrants  were  purchased  from  Sigma  Aldrich,  clear  calibrants  were  used  and  each 
calibrant’s background fluorescence was analysed before experiments; pH of 4.5, 5.1, 6, and 7 were 
used as this was deemed to be within normal physiological conditions for the lysosome [49]. 




















of  individual  observations. The  groups  compared  by  statistical  analysis  are  shown  in  the  figure 















treated  (1 mM, 5 day) SH‐SY5Y cells. CoQ10 concentration standardised  to protein baseline  (mg of 
protein). Data available in supplemental data under Table S2. Levels of significance * p < 0.05; n = 10. 
3.2. CoQ10 Treatment 
Following  PABA  treatment  for  5  days, media was  removed,  and  cells  incubated  in media 
containing 5 μM CoQ10 and fresh PABA (1 mM). This concentration of CoQ10 was selected since it has 




consistent with  a previous  study  by Duberley, Heales, Abramov, Chalasani, Land, Rahman  and 
































was  a  35%  (p  <  0.05) decrease  in median  fluorescence  on  average  in CoQ10‐deficient  cells when 
compared to the control (Figure 4). 
 
Figure  4.  Shows  the mean LysoTracker DND‐99  fluorescence  of  PABA‐treated  cells  vs.  controls. 












the  presence  of  fresh  PABA  (Figure  7). Analysis  of  this  data  showed  that  LS  fluorescence was 
significantly increased when compared to the PABA‐treated cells (p < 0.05), although it did not exceed 
90% of the control value. Using the calibration curve, the pH of the neuronal cell showed a possible 
increased  from  5.1  to  6.2  following  PABA‐induced  diminution  of  CoQ10.  The  following  CoQ10 
treatment corresponded to a possible decreased in pH of 5.4 according to the pH calibration curve 
(Figure 5). 







Figure  6.  Mean  LysoSensor  fluorescence  for  PABA‐treated  cells  vs.  controls.  Data  available  in 
supplemental data under Table S6. Significance levels * p < 0.05; n = 94. 
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The  results  of  this  study  have  shown  that  a  50%  decrease  in  cellular  CoQ10  status  can  be 
associated with  a  20%  decrease  in  lysosomal  fluorescence  indicating  a  change  in  lysosomal  pH 
(Figure 6). 
Lysosomal function is imperative to cellular homeostasis, and CoQ10 could play a fundamental 
role  in  maintaining  lysosomal  acidification  [14].  The  effect  of  cellular  CoQ10  deficiency  on 




[39]  a CoQ10‐deficient  neuronal  cell  line was  established.  Incubating  the  neuroblastoma‐derived 
SHSY‐5Y  cells with  1 mM PABA  for  five days,  led  to  a decrease  in  cellular CoQ10 concentration 
ranging  from  50  to  58%  of  the  normal  level.  This  enabled  the  analysis  of  CoQ10 deficiency  on 
lysosomal acidification to be undertaken. 




accumulate  within  acidic  organelles  as  a  result  of  protonation.  Additionally,  a  result  of  this 





















fluorescence.  Previous  peer‐reviewed  studies  have  successfully  shown  that  changes  in  LT 
fluorescence can be attributed  to  large changes  in  lysosomal pH,  though more subtle changes are 
difficult to ascertain [43]. Where consideration of altered LT fluorescence intensity may be linked to 
changes in size and/or quantity of lysosome within cells, imaging was attempted to mitigate this and 
found  little  to  no  observable  changes  in  LT  distribution  (Figure  8). Our  sizeable  change  in  LT 
fluorescence intensity combined with a lack of identifiable changes in LT distribution in our imaging, 







8)  using  fluorescence  microscopy  at  x40  (objective).  However,  this  did  not  have  sufficient 
magnification to observe the LS, thus further microscopic studies will be needed to confirm the LS. 
The analysis of the LT probe showed it was taken up by the cells and localised in small pockets within 







in  the  concentration  of  cellular  CoQ10 will  cause  an  increase  in  reactive  oxygen  species  (ROS) 
generation  and may  result  in  oxidative  stress,  as  indicated  in  the  study  by Duberley, Abramov, 
Chalasani, Heales, Rahman and Hargreaves [34]. Interestingly, it has been reported that the lysosome 
itself  is susceptible  to oxidative stress‐induced  impairment  [53], and,  therefore, a deficit  in CoQ10 
status may adversely affect  lysosomal acidification by  impairing  the activity of  the LETC and/or 
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causing oxidative damage to the organelle. However, at present it is uncertain what causes lysosomal 





cellular CoQ10  that  falls within control  limits.  In  this regard,  future studies will be undertaken  to 
assess the effect of lower dosage CoQ10 treatments on lysosomal pH to determine the cellular level of 
CoQ10 required to restore lysosomal pH in the CoQ10‐deficient neurons. 










In  conclusion,  the  results  from  the present  study  indicate  that  a CoQ10 deficiency  results  in 














after  standard  pH  solution  exposure,  Table  S6/7:  analysis  of  LS  florescence  during  CoQ10  deficiency  and 
supplementation. 
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